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　ノロウイルス（Norovirus，以下NV）は，経口感染によ
りヒトに急性胃腸炎を引き起こすウイルスであり，ヒトの
小腸で増殖し，吐物や糞便とともに排泄される1）．NVの感
染様式は，NVに汚染された食品を摂食することによる
「食中毒」と，吐物や糞便中のNVが手指を介して口へ入る，
もしくは飛沫を吸い込むなどによる「ヒトからヒトへの直
接感染（以下，感染症）」の2つに大別される．北海道に
おいては，2003／04シーズン以降，NVによる集団胃腸炎
事例が急増したが，その約9割は感染症事例であった2－5）．
　当所腸管系ウイルス科では，北海道におけるNVの流
行状況を把握するため，集団胃腸炎事例を対象とした分子
疫学的解析を実施し，データを蓄積している．今回は，
2008／09シーズンに北海道において発生した集団胃腸炎事
例について，胃腸炎患者から検出されたNVの遺伝子型
を指標として分子疫学的に解析し，過去の4シーズン2『5）
てRNAを抽出し，　DNaselで処理した後，　random　hex－
alnerを用いてcDNA合成を行った．その後，糞便及び
吐物についてはPolymerase　Chain　Reaction（PCR）法
を，食品検体についてはnested　PCR法を用いてNV遺
伝子の増幅を行った．PCR及びfirst　PCRのプライマー
には，RNA依存性RNAポリメラーゼコード領域（以下，
ポリメラーゼ領域）に設定されたP1／P37）及びNV・
SM82／NV818）と，ポリメラーゼ領域からキャブシドタン
パクVP1コード領域（以下，　VP1領域）の間に設定され
たCOGIF／G1－SKR9）及びCOG2F／G2－SKR9）を用いた．
nested　PCRのプライマーには，それぞれPl／P27），　Y1／
Y27），　G1－SKF／G1－SKR9）及びG2－SKF／G2－SKR9）を使
表1　NVによる集団胃腸炎事例の内訳
との比較を行ったので，報告する．
1．対象事例
方
発生（原因）施設 事例数
法
　北海道において2008年10月から2009年7月の間に発
生した集団胃腸炎事例のうち，当所におけるウイルス検査
でNV遺伝子が検出された80事例（NV陽性検体数／検
査数；糞便434／704，吐物3／4，食品1／16）について解析
を行った．表1に，今回対象とした事例の数を，発生施設
別に示した。行政的に食中毒と判断された事例は5事例で
あり，その他の事例（感染症及び感染経路不明の事例）は
合計75事例であった．原因施設のうち，知的障害者施設
と児童養護施設は「社会福祉施設」としてまとめた．
2．NV遺伝子の検出方法
　厚生労働省医薬食品局食品安全部監視安全課長通知一町
監発第1105001号「ノロウイルスの検査法について」6）に
準じた方法により，NV遺伝子の検出を行った．すなわち，
QIAamp　Viral　RNA　Mini　Kit（QIAGEN社協）を用い
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用した．すべての検体のPCR増幅産物について，ダイレ
クトシークエンス法により，塩基配列を決定した．
3．NV遺伝子型の分類
　NVの遺伝子型は，　VP1領域5！末端の塩基配列をもと
に，Kageyalnaらの方法10）及び片山の遺伝子型番号11）に
従って分類した．系統樹解析は，Clusta1Xを用いた近隣
結合法により行った．
4．NV遺伝子の：コピー数の測定
　食品検体について，Kageyamaらの方法12）に準じたり
アルタイムPCR法により，　NV遺伝子のコピー数の測定
を行った．TaqMan　Gene　Expression　Master　Mix（ABI
社製）を用い，プライマーはCOGIF／COGIR及び
COG2F，　ALPF6）／COG2Rを，プローブはRING1－TP
（a），RING1－TP（b）及びRING2AL－TP6）を使用した．
5．Genogroup（G）ll／4株のクラスター分類
　検出されたNVの遺伝子型がGII／4と同定された事例
から，それぞれ1または2検体を選出し，Reverse　Tran－
scription（RT）一PCR法により，　VP1領域全長の増幅を
行った．増幅プライマー『には，G2－SKF／311R－4（5’一
CCRGCRAAGAAAGCTCCAGCCA－3’，　Lordsdale　posi－
tion：6726－6705）を使用した．この増幅産物を用いてダ
イレクトシークエンスを行い，VP1のP2サブドメイン領
域について，塩基配列を決定した．ダイレクトシークエン
スに使用したプライマーは以下のとおりである．センスプ
ライマーのP2S（5’一CCACCYACAGTTGARTCAAG－31，
Lordsdale　position：5733－5752）　もしくはGII－5a　（5L
GTHGTYCARCCACAAAATGG－3’，　Lordsdale　posi－
tion：5856－5875），アンチセンスプライマーのP2AS（5ノー
CTACCYGTGTCTGGRTTCAC－3’，　Lordsdale　posi－
tion：6532－6513）もしくはGII－2Ra（5’一AAGTGCTG－
CACCCAYTCYTG－3’，　Lordsdale　position：
6463－6444）．系統樹解析には，VP1－P2サブドメイン領域
を含む568塩基（GII－5a／GII－2Ra間，　Lordsdale　posi－
tion：5876－6443）と，ポリメラーゼ領域の286塩基（P1／
P3間，　Lordsdale　position：4312－4597）の配列を用いた．
系統樹解析はClustalXを用いた近隣結合法により行い，
系統樹の評価のため，1，000回の施行によるブートスト
ラップ値を求めた．
結果及び考察
1．NVによる集団胃腸炎事例の発生状況
　図1に，過去5シーズンの月別事例発生数を示した．各
シーズンの総事例数は，2004／05シーズンから2008／09
シーズンまで，それぞれ93，100，233，134，80事例であ
り，2006／07シーズンに事例数が急増した後，2シーズン
続けて減少がみられた．2008／09シーズンは，例年事例が
多発する11月か．ら翌年1月の事例数が，例年に比べて大
幅に少なかった．その一方で，3月と4月は，例年より事
例数が多かった．その結果，2008／09シーズンの事例発生
曲線は，明確なピークをもたなかった．
2．食中毒事例について
　表1に示したように，NVによる集団胃腸炎80事例の
うち，食中毒と断定された事例は5事例（6．3％）であっ
た．表2に，これら食中毒事例の詳細及び検査結果を示し
た．5事例のうち，事例No．2は別の自治体の管轄エリア
で発生したものであり，当所においては患者糞便のみの検
査となった．表2には当所における検査結果のみを示した
が，他機関の検査結果を併せると，患者は7身中7名，調
理従事者は9輪中1名からNV遺伝子が検出された．原
因食品は特定されなかった．他の4事例については，いず
れも調理従事者からNV遺伝子が検出され，患者から検
出されたNVの塩基配列とそれぞれ100％一致することが
確認された．また，食品の残品が確保できた3事例につい
て食品検査を行ったところ，事例No．1の1検体（生カ
キ）からNV遺伝子が検出された．この事例No．1につい
ての詳細を以下に示す．
　事例No．1：初発患者の発生は2008年！2月14日，原因
施設は飲食店であった．13日にこの飲食店を利用した4
団体43名及び持ち帰り客1名のうち，1団体9名中5名
が胃腸炎 発症し，5名全員からNV遺伝子が検出され
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表2　NVによる食中毒事例
　　　　発生No．　　　年月日
患者数／
喫食者数　発生場所
（速報値）
RT－PCR結果（陽性数／検査数）
　　　　　　原因原因施設　　　　　　食品　　患者 調理従事者
発症者　非発症者
　　　検出NV
食品遺伝子型
1　　　2008．12．145／9　　飲食店　　飲食店　　カキ酢　　5／5　　1／1 0／2　　1／1　　GII／4
2　2009．3．21　16／24　　飲食店　　飲食店食事　　5／5 GII／19
3　2009．4．16　　8／14　　事業所　　飲食店生ちらし　　　　　3／4　0／0（出前） 2／3　　NT　　GII／4
4　2009．4．24　16／39　宿泊施設　飲食店夕食　　7／8　　0／0 5／10　　0／5　GI／4
　　　　　　　　　　　　　高齢者52009．5．1513／56　　　　　　　　　　　　　　施設 給食施設　　食事　　7／7　0／0 2／5　　0／10　GII／4
※NT＝not　tested
た．また，調理従事者についても3名中1名からNV遺
伝子が検出された．患者と調理従事者から検出されたNV
の塩基配列は，ポリメラーゼ領域及びVP1領域ともに
100％一致し，遺伝子型はGII／4であった．原因食品の究
明のため喫食調査を行ったところ，13日の利用客のうち
当該団体のみに提供されたメニューである「カキ酢」が，
疫学的に原因食品として優位に推定された．また，NV陽
性となった調理従事者も当該団体に提供したカキを喫食し
ており，当該団体の患者と同じ時期に胃腸炎を発症した．
このカキ酢の原材料（むき身パック詰め生食用カキ）の同
一ロット製品が確保できたため，NV遺伝子の検出を試み
た．カキ16個について個別に検査を行ったところ，RT－
nested　PCRにより16検体中13検体（81％）からNV遺
伝子が検出された．シークエンスの結果，カキ12検体か
ら検出されたNVの塩基配列は患者及び調理従事者のも
のと100％一致し，1検体のみVP1領域の塩基配列が1
塩基違いであった．以上のことなどから，本事例の原因食
品は「カキ酢」と断定された．原因食品中のNV量の
データを得るため，RT－nested　PCR検査に用いたカキ16
検体について，リアルタイムPCRによる定量的検査を
行った．その結果，GI遺伝子はすべて検出限界以下で
あったが，GIIは16検体中11検体が実測値（cDNA　5
μL当たりのコピー数）ユコピー以上の値を示した．これ
ら11検体はすべて，RT－nested　PCR法でもNV陽性で
あった．この11検体のうち，公定法6）におけるリアルタ
イムPCRの陽性基準「実測値10コピー以上」を満たす
検体は9検体であった．この9検体について，カキ中腸腺
1個あたりのコピー数を算出したところ，少ない値から順
に1295，1357，1766，1949，2061，3388，4106，6366及
び7473コピーであった．以上，RT－nested　PCR及びリ
アルタイムPCRの結果から，パック内カキのNV汚染率
は約80％であったことと，少なくとも60％程度のカキが
1，000コピー以上のNVを含有していたことが示唆された．
NVは10～100ウイルス粒子程度の摂取で感染が成立する
と言われており，その基準に基づくと，今回の汚染ヵキに
含まれていたNVのコピー数は，カキ1個の摂食でも感
染するに十分な値であったと考えられた．実際，この事例
では，カキ酢は一人当たり2個ずつの提供であったが，喫
食者6舟中5名が胃腸炎を発症するという，非常に高い発
症率（83％）を示した．
　今回は，食中毒の原因食品原材料であるカキについて，
NV汚染量のデータを得ることができた．しかしながら，
食品のNV汚染量と健康被害の発生状況（発症率など）
についてのデータは，まだ十分に集積されたとは言えない．
今後も，実際に食中毒の原因となった食品について，積極
的にNVの定量的検出を試みる予定である．
3．検出遺伝子型について
　2008／09シーズンに検出されたNVの遺伝子型を，表3
に示した．
（1）2008／09シーズンの各遺伝子型の検出状況
　過去4シーズンと同様，2008／09シーズンもGII／4が優
勢遺伝子型であり，混合事例を含むと，80事例中46事例
（57．5％）からGII／4が検出された．その次に検出頻度が
高かった遺伝子型はGII／6であり，10事例から検出され
た．続いてGI／4が9事例，　GII／3が7事例，　GI／3が5事
例，GII／12とGII／19（標準株：GII／299／JPN　EF
63052913））がそれぞれ3事例，GI／7とGII／2がそれぞれ
1事例から検出された（混合事例を含む）．GII／！9は，当
所における検査では，2008年12月に初めて検：出された遺
伝子型である．
　前2007／08シーズンは，例年に比べてGI検出事例数が
非常に多かった（134事例中23事例，16．4％：すべて感
染症事例）5）．2008／09シーズンも引き続きGI検出事例数
は例年より多く，検出頻度は前シーズンを上回った（80
事例中15事例，18．8％）．GI／3は，2007／08シーズン終
盤の6月と7月に流行がみられ，引き続き2008／09シーズ
一81一
表3　検出されたNVの遺伝子型
検出事例数
GI／3 GI／4 GI／7 GII／2　　GII／3GII／4 GII／6 GII／12　GII／19混合
食中毒事例 1 3 1
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1
3
1 1 3
1
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1
3
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染　社会福祉施設　　　　　1　　　　2　　　　　　　　　　　　　　　　　　5
筆τ医療敵二π1＝1＝二＝二二＝＝1二＝二：1二二＝1二＝＝二二1：＝1＝＝＝1＝三1三1二π＝＝二＝＝1！＝二＝二二1π＝二＝＝＝二
例　高齢者施設　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21　　　　　　　　　　　　　1
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　　飲食：店・集会場　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　2　　　　　　　　　　　　　1盗2
　　旅行中・宿泊施設　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　　　　　2
　　家庭　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　イベント会場　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
合計 　2　　　　　9　　　　　1（2．5％）　　（11．3％）　　（1．3％）
　1　　　　6　　　　44　　　　7　　　　3　　　　2
（1．3％）　　（7．5％）　　（55．0％）　　（8．7％）　　（3．7％）　　（2．5％）
　5
（6．2％）
※1　GII／6とGI／3の混合事例が2事例，　GII／3とGII／6，　GII／4とGI／3の混合事例がそれぞれ1事例
※2　GII／4とGII／19の混合事例
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図2　2008／09シーズンに検出されたGll／4株の系統樹
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ン初めにも検：出されたが，検出は11月で終息した．GI／4
による事例は，2月から4月にかけて多発した．
（2）発生施設別の遺伝子型検出状況
　発生施設別にみると，例年と同様，小学生以下の年齢層
では多様な遺伝子型が検出された．2008／09シーズンに検
出頻度の高かった遺伝子型のうち，GII／6，　GII／3及び
GI／3は，主に低年齢層の事例から検出された．一方GI／4
は，年齢に関わらず様々な施設の事例から検出された．成
人の事例では，GII／4の検出頻度が非常に高かった．
4．GII／4株のクラスター分類．
　北海道では2003／04シーズン以降，GII／4の検出頻度の
高い状態が続いているが，この流行の継続にはGII／4　new
variantの出現が関与していると考えられる2－5）．そこで，
2008／09シーズンにどのようなGII／4クラスターが流行し
たかを確認するため，GII／4が検出された46事例から49
株を選出し，ポリメラーゼ領域とVP1－P2サブドメイン
領域の塩基配列をもとに系統樹解析を行った（図2）．そ
の結果，2008／09シーズンに検出されたGII／4株は，以下
の3つのタイプに分類された．
①ポリメラーゼ及びVP1－P2サブドメイン領域ともに，
　EU2006b　variantのNijmegen115／2006／NL株と同じ
　クラスターに分岐（図2の●印の株）．
②ポリメラーゼ及びVP1－P2サブドメイン領域ともに
　OCO8086／08／JP株に近縁で，過去にない新しいクラス
　ターを形成．new　variantの可能性がある（図2の★印
　の株）．
③VP1－P2サブドメイン領域はEU2006b　variantのNij－
　megen115／2006／NL株と同じクラスターに分岐したが，
　ポリメラーゼ領域はOCO8086／08／JPと同じクラスター
　に分岐．Open　Reading　Frame1－2ジャンクション領域
　でのりコンビナント株の可能性が疑われる（図2の◎印
　の株）．
　　　　　　　　　　　　　　　　げ　次に，これら3タイプの月別検出状況を，図3に示した．
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①と③のタイプが両方検出された事例が1事例あり，これ
については，それぞれ1ずつカウントした．2008／09シー
ズンに最も検出頻度が高かったのは「①EU2006bクラス
ター」のNilmegen115／2006／NL類似株であり，11月か
ら翌年の5月まで，毎月検出された．このタイプは2006／
07及び2007／08シーズンの優勢株であり，これで3シー
ズン連続の流行が確認された．「③リコンビナント疑い」
の株は，北海道では2008年11月末に初めて検出され，12
月に入って検出事例数の増加が認められたが，2月の1事
例を最後に検出されなくなった．「②新クラスター」の
OCO8086／08／JP類似株は，北海道では2009年1月に初め
て，小学校の事例から検出されたが，検出はその1事例の
みであった．現在のところ，これら新しいタイプ（②と
③）のGII／4株について，大きな流行は認められていな
い．しかし，今後流行型に発展する可能性もあり，十分な
注意を払う必要がある．
　本稿を終えるにあたり，検体採取等にご協力頂きました
北海道保健福祉部保健医療局健康安全室ならびに各保健所
の関係者各位に深謝いたします．
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